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RESUMO

Maioria das infecces em pés diabéticos é causada por bactérias em biofilme de dificil
diagnostico. Existem meétodos de diagnostico de biofilmes, nenhum padronizado para a pratica
clinica. Objetivos: Identificar in vitro o biofilme em bidpsias de lesdes de pecas cirlrgicas de
dedos de pé diabético, com coloragdes histoldgicas sintéticas Hematoxilinas Eosina, Vermelho
Congo modificado com Carbol Fucsina e Grocott, aplicar e comparar com o corante Natural de
Acai; desenvolver corante natural para identificar o biofilme em pecas cirdrgicas de pés
diabéticos e desenvolver protocolo para padronizar as coloragdes histoquimicas de biofilme em
pecas cirurgicas de lesdes em pé. Métodos: estudo experimental, observacional, analitico in
vitro. Realizado nos laboratérios: anatomia patolégica e biologia: 40 fichas de 2019 a 2021,
blocos de parafinas e laminas contendo cortes histoldgicos de pecas cirdrgicas. Laminas
coradas: Vermelho Congo/ Carbol Fucsina, Grocott e Corante Natural Acai. Identificacdo
sociodemografica/ e clinica. Resultado/ Produto: Corante histolgico natural, 8% de polpa de
Acai (Euterpe Oleracea) e 20% de etanol absoluto foi compativel com os corantes sintéticos no
quesito identificacdo das estruturas do biofilme, Vermelho Congo/ Carbol Fucsina e Natural
Acai (p=0,058), Matrix Extra Polimérica com o Hematoxilina Eosina e o Natural Acai
(p=0,000), Hematoxilina Eosina e Natural Acai (p=0,000), Cicatrizacdo Hematoxilina Eosina
com Natural Acai (p=0,000), Hematoxilina Eosina e Natural Acai (p=0,000), Necrose com
Hematoxilina Eosina com Natural Agai (p=0,000). Desenvolvido: “Protocolo de ColoracGes
Histoquimica para Biofilme em pecas Cirargicas de Lesdo de Pé Diabético”. Conclusdo: o
corante natural Acai mostrou-se semelhante a outros corantes, quanto a identificacdo do

biofilme nas biopsias de pegas cirdrgicas, dedos de pés diabéticos.

Palavras-chave: 1. Biofilme. 2. Pé diabético. 3. Cicatrizacdo de feridas. 4. Corantes

histologicos.



ABSTRACT

Most infections in diabetic feet are caused by bacteria in biofilms that are difficult to diagnose.
There are methods for diagnosing biofilms, none of which are standardized for clinical practice.
Obijectives: To identify in vitro the biofilm in biofilms of lesions of surgical pieces of diabetic
toes, with synthetic histological stains Hematoxylins Eosin, Congo Red modified with Carbol
Fuchsin and Grocott, apply and compare with the Natural dye of Acai; to develop a natural dye
to identify the biofilm in surgical pieces of diabetic feet and to develop a protocol to standardize
the histochemical stains of biofilm in surgical pieces of foot lesions. Methods: experimental,
observational, analytical in vitro study. Performed in the laboratories: pathological anatomy
and biology: 40 cards from 2019 to 2021, paraffin blocks and slides containing histological
sections of surgical specimens. Colored slides: Congo Red / Carbol Fuchsine, Grocott and
Natural Acai Coloring. Sociodemographic/and clinical identification. Result/Product: Natural
histological dye, 8% of Acai pulp (Euterpe Oleracea) and 20% of absolute ethanol was
compatible with the synthetic dyes in terms of identifying the biofilm structures, Congo
Red/Carbol Fuchsin and Natural Acai (p=0.058 ), Extra Polymeric Matrix with Hematoxylin
Eosin and Natural Acai (p=0.000), Hematoxylin Eosin and Natural Acai (p=0.000),
Hematoxylin Eosin and Natural Acai (p=0.000), Hematoxylin Eosin and Natural Agai (p=
0.000), Necrosis with Hematoxylin Eosin with Natural Acai (p=0.000). Developed: “Protocol
of Histochemical Stains for Biofilm in Surgical Pieces of Diabetic Foot Injury”. Conclusion:
the natural dye Acai was similar to other dyes, regarding the identification of biofilm in biopsies

of surgical specimens, diabetic toes.

Keywords: 1. Biofilm. 2. Diabeticfoot. 3. Woundhealing. 4. Coloring Agents.



1 CONTEXTO

O processo de cicatrizacdo de uma ferida aguda é caracterizado por varios estagios
até chegar a cura, que ocorre por meio da cicatrizacao total do tecido lesado. Entretanto, em
muitos casos, alguns fatores interferem nesse processo ordenado e, consequentemente, a ferida
chega a um estégio de cronicidade (CARTER e MYNTTI, 2019).

O biofilme esta entre os fatores que levam uma ferida a cronicidade, sua formacao
acontece quando uma bactéria planctonica (forma livre) fixa a uma superficie num movimento
denominado browniano, superando as forcas eletrostaticas entre o substrato e a parte externa
da bactéria, a partir deste momento, outras bactérias comecam a se agruparem utilizando as
microfibrilas conhecida como pili. Estas bactérias ap6s adesdo entre suas células sdo envolvidas
por uma membrana que as protegem chamada de matriz de substancias poliméricas
extracelulares  (extracelular polymeric substances— EPS), composta por acido
desoxirribonucleico (DNA) extracelular, polissacarideos, proteinas, fibra amiloide, permitindo
a manutencdo de nutrientes e orquestrando os gradientes de oxigénio e 6xido nitrico da matriz
(GONZALEZ et al., 2019).

As bacterias presentes na leséo, o local onde se encontram, o tempo e o individuo
avaliado propiciam a composi¢édo do biofilme. Em pacientes com lesdo caracteristica de pé
diabético é possivel encontrar colénias mistas de biofilme contendo bactérias anaerobicas e
aerdbicas convivendo socialmente (KIM et al., 2020).

Estudos recentes sugerem que a maioria das infeccbes em pés diabéticos (IPD) é
causada por bactérias presente no biofilme, embora a infeccdo em biofilme seja dificil de
diagnosticar clinicamente. Pessoas com diabetes apresentam predisposicéo as ulceras nos pés,
que facilmente se tornam cronicas e infectadas devido fatores como profundidade, recorréncia,
traumas, alteracdes imunoldgicas decorrentes do diabetes e em 78% das feridas cronicas é
detectado o biofilme (GONZALEZ et al., 2019).

Ademais, destaca-se que em feridas cronicas, geralmente, é observada a presenca
de infeccBes bacterianas por um periodo relativamente longo, em virtude de processos de
cicatrizacao defeituosos ou que ndo ocorreram. Diante disso, nessas feridas sao identificados
niveis elevados de estresse oxidativo e de inflamacédo cronica, fatores que ocorrem devido ao
influxo continuo de células inflamatorias que liberam enzimas citotdxicas que proporcionam o
aumento dos radicais livres de oxigénio, esse aumento representa complicagdes graves ao
hospedeiro da ferida, ja que a principal consequéncia € a morte celular (MACLEOD e
MANSBRIDGE, 2016).



Os microrganismos presentes nos biofilmes podem se apresentarem sem a presenca
de sintomas clinicos de infeccdo, além de serem de dificil visualizacdo a olho nu, ja que,
geralmente, ocorrem em regides profundas da leséo, assim como o forte encapsulamento
bacteriano dificultam a penetracdo de antibioticos e de sua acdo antimicrobiana. Além desses
fatos, esses biofilmes podem evoluir para um estagio adaptativo capaz de fornecer maior
protecdo das bactérias contra os medicamentos especificos e contra o sistema imunolégico do
hospedeiro (PERCIVAL et al., 2015).

Muitos estudos sdo feitos sobre a prevaléncia e o espectro de infec¢des bacterianas,
no entanto, a magnitude das infeccdes fungicas em feridas de pé diabético é uma area que tem
recebido pouca atencdo, pacientes diabéticos podem apresentar infeccbes puramente
bacterianas ou fangicas ou infec¢Bes bacterianas e fingicas mistas. Isso levanta questdes
interessantes sobre a contribuicdo dessas infec¢des fungicas dos tecidos profundos para o atraso
na cura de feridas em membros inferiores de pessoas com pé diabético, especialmente naqueles
poucos que tinham apenas infec¢des (CHELLAN et al., 2010). Diante destes fatos o diagnostico
de infecgdes relacionadas ao biofilme continua a ser um desafio, uma vez que, na maioria das
infeccdes, os sinais e sintomas que o paciente apresenta sdo inespecificos (RONDAS et al.,
2013).

Alguns métodos para detectar biofilme estdo descritos na literatura, a escolha de
qual se utilizar depende do local em que o biofilme é formado e da amostra que sera analisada.
A bidpsia é considerada o método mais confidvel de detectar o biofilme, as amostras de bidpsias
séo coradas para visualizacdo dos agregados microbianos, da matriz extracelular do biofilme e
das células do sistema imunoldgico (SILVA et al., 2021). Em relacdo as técnicas microscopicas
para identificar o biofilme, estas estdo cada vez mais modernas exigindo equipamentos de
Gltima geracdo e caros, como exemplos a microscopia fluorescente, microscopia eletronica
associada a microscopia confocal, microscopia confocal a laser de varredura e a microscopia
de epifluorescéncia (HARRISON-BALESTRA et al., 2003).

Apesar de limitada, é possivel identificar estruturas do biofilme in vitro utilizando
técnicas mais acessiveis como a técnica de microscopia de luz associada a técnica de coloragao
modificada. Utilizando colorac@es histologicas padrdo como a Hematoxilina-Eosina é possivel
identificar estruturas compativeis ao biofilme tipo agregado de células e matriz préxima a leséo,
ja a coloracdo Vermelho Congo modificado com Carbol Fucsina foi considerado atil na
identificacdo do biofilme com capacidade de identificar a matriz extracelular, diferenciando
bactérias de contetdo de biofilme (PACKERT et al., 2016).


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jam.15049#jam15049-bib-0017

Embora existam diversos métodos de diagnostico de biofilmes em laboratdrios de
pesquisa, ndo existe um protocolo padronizado para tal diagnéstico na préatica clinica.
Compreender a morfologia bacteriana é imprescindivel para sua identificacdo, j& que as
bactérias presentes em uma lesdo tecidual, com presenca de biofilme, podem ser identificadas
por meio da coloracdo in vitro (ROCHA et al., 2018). A coloracdo Hematoxifilina-Eosina é
uma das técnicas de coloracdo mais utilizadas na area de histologia e citologia, devido ao seu
facil manuseio e baixo custo. E utilizado para a visualizacio de células, fibras nervosas espessas
e presenca de certos microrganismos nos tecidos, como: parasitas, fungos e bacteérias, entre
outros (MAESTROVIRTUALE, 2022a).

O Vermelho Congo é corante azoico de proteinas formadas por acoplamento de
sal diazonio e anel aromético activo, que é capaz de absorver radiagdo eletromagnética no
espectro visivel, razdo pela qual possui uma cor intensa. E uma substancia muito versatil,
utilizada como corante para células e tecidos (MAESTROVIRTUALE, 2022b).

Carbol Fucsina é uma mistura de fenol e fucsina basica, usada em procedimentos
de coloracéo de bactérias comumente usada na coloragdo de micobactérias (TRENTO, 2018).

Como descrito anteriormente em lesdes de pé diabéticos também existe a presenga
de fungos (CHELLAN et al., 2010), e a técnica de microscopia de luz utilizada para identifica-
los € denominada de Grocott, também chamada de impregnacéo pela prata, € a mais sensivel,
sendo largamente utilizada na pesquisa dos elementos fungicos tanto nos cortes de tecido,
quanto nos esfregacos, corando de negro a parede celular, que é visualizada sobre um fundo
verde-claro (GAZZONI et al., 2008).

Emmi e Rocha (2001) realizaram pesquisa experimental que desenvolveu a
elaboracdo de evidenciadores formulados com corante Natural de Acai (antocianinas), fruto
existente na diversidade da floraamaz6nica. Os resultados obtidos demonstraram sua eficacia
na evidenciacdo da placa bacteriana.

Como pigmento majoritario, 0 acai apresenta em sua composi¢do antocianinas, as
quais sdo uma alternativa viavel em substituicdo aos corantes sintéticos empregados na
formulacdo de evidenciadores de biofilme apresentando contraste de coloragdo com a superficie
dental e tecidos moles, sendo sua eficacia estatisticamente elevada quando comparada a
evidenciadores comerciais (DOMINGUES et al., 2012; ABREU e FERREIRA, 2013).

Atualmente os corantes naturais estdo em ascendéncia relacionados aos corantes
sintéticos. Em todos os segmentos industriais, farmacéutico, cosméticos e alimenticios a busca
por produtos com menor risco quanto a toxicidade tem aumentado, propiciando a substituicdo
gradativa dos corantes artificiais pelos naturais atendendo o apelo mercadolégico (EMMI e
ROCHA, 2001)



Apesar de todos 0s avancos na pesquisa, 0s microrganismos produtores de biofilme
continuam sendo problema de salde publica, muitas vezes negligenciado em varias areas da
salde. O diagnostico de biofilmes é desafiador e de alto custo (SILVA et al., 2021).

Na busca por métodos alternativos de baixo impacto ecolégico, com diminuicédo de
residuos, baixo custo e maior seguranca os corantes histoldgicos naturais alternativos estao cada
vez mais sendo utilizados, fazendo importante sua utilizacdo na identificacdo de micro-
organismos (UGGERI SOUTO et al., 2013).

Pretende-se com este estudo favorecer o conhecimento adicional aos profissionais
de saude sobre a importancia de identificar precocemente o biofilme em lesdo de pé diabético,
diminuindo o retardamento do processo de cicatrizagcdo de feridas e comparar 0s corantes
utilizados atualmente com um corante natural alternativo capaz de detectar o biofilme em
lamina contendo biopsia de lesdo proveniente de amputagdo de pé diabético. Diante desse
contexto surgiram as perguntas de pesquisa: Como identificar o biofilme em laminas contendo
cortes histoldgicos de pecas cirdrgicas de dedos do pé diabético utilizando técnica microscépica
de luz e qual o melhor corante? Os corantes detectam as estruturas histolégicas? O corante
Hematoxilina Eosina, congo vermelho com Carbol Fucsina, Grocott e Natural Acai identificam

o hiofilme?



2 OBJETIVOS

Identificar in vitro o biofilme de bidpsias de lesdes de pecas cirurgicas de dedos de
pé diabético, utilizando as coloracdes histoldgicas sintéticas Hematoxilinas Eosina, Vermelho
Congo modificado com Carbol Fucsina, e Grocott, aplicar e comparar com o corante Natural
de Acai; desenvolver corante natural para identificar o biofilme em pecas cirdrgicas de pés
diabéticos e desenvolver protocolo para padronizar as coloragdes histoquimicas de biofilme em

pecas cirurgicas de lesGes em pé diabético.



3 METODOS

3.1 Consideracdes éticas

O presente estudo foi submetido & avaliacio ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade do Vale do Sapucai (UNIVAS), Pouso Alegre, MG. Os pesquisadores e as
instituicdes seguiram os preceitos estabelecidos pelo Codigo de Etica em Pesquisa do Conselho
Nacional de Saude — CNS 466/2012 do Ministério da Saude, que regulariza pesquisas
envolvendo seres humanos. Por ser um estudo retrospectivo ndo foi possivel a autorizacdo do
pedido do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, dessa forma foi elaborado o Termo de
Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) a autonomia, privacidade e o
anonimato dos participantes foram respeitados. O estudo foi iniciado apds aprovacao do Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas Dr. José Antbnio Garcia Coutinho da
Universidade do Vale do Sapucai, sob Parecer Consubstanciado n® 4.912.636, CAAE n°
50415721.0.0000.5102 (Anexo A).

As cartas de anuéncia foram elaboradas para solicitar ao diretor técnico do Hospital
das Clinicas Samuel Libanio, responsavel pelo laboratério de patologia, a utilizacédo das laminas
com cortes de pecas cirurgicas retiradas de pés diabéticos amputados, carta de anuéncia ao
responsavel pelo laboratério de patologia e ao responsavel pelo laboratério de histotecnologia,

para coloracdo das laminas, respectivamente (Apéndices B, C e D).

3.2 Tipo de estudo

Experimental, observacional, analitico e in vitro.

3.3 Local

A coleta dos dados das bidpsias de pegas cirargicas de dedos de pés diabéticos e a
analise das laminas foram realizadas no Laboratorio de Anatomia Patoldgica do Hospital das
Clinicas Samuel Libanio, Pouso Alegre, MG e a coloracdo das pecas foram realizadas no
Laboratério de Biologia no Campus da Unidade Fatima apés a autorizacdo dos responsaveis

dessas unidades.



3.4 Critérios de inclusao

Bidpsias das pecas cirurgicas de dedos de pés diabéticos catalogadas nos anos 2019,
2020 e 2021 que apresentassem as varidveis registradas em prontuario (dados
sociodemograficos, resultados clinicos e laboratoriais, resultados clinicos com relacdo as

variaveis: ulceracdo prévia, amputacao prévia e doengas circulatérias).

3.5 Critérios de exclusao

Bidpsias das pecas cirurgicas de pacientes diabéticos de outras areas do corpo.

3.6 Procedimentos para coleta de dados

O projeto foi iniciado no laboratdrio de patologia do Hospital das Clinicas Samuel
Libanio, Pouso Alegre, MG. Foram selecionadas 76 fichas catalogadas de bidpsias realizadas
entre os anos de 2019, 2020 e 2021, identificadas por numeros das bidpsias realizadas em ordem
crescente, nome do paciente, nimero do prontuario por meio do software de gestdo hospitalar
sistema Tasy (sistema de prontudrio eletrénico). Apds analisadas uma a uma, foram
selecionadas aquelas que descreviam a localizacdo da amputacdo sendo os dedos dos pés e as
que definem amputacédo de pé diabético selecionadas para o estudo. Para cada bidpsia, existe
no laboratério de patologia um bloco de parafina contendo o corte histoldgico e uma lamina de
microscopio com o mesmo corte corado com Hematoxilina e Eosina, identificados pelo ano e
pelo nimero da bidpsia. Com o nimero do prontuario eletrénico foi realizado busca no sistema
Tasy, para preencher as informacdes do formulario com dados do paciente sobre perfil
sociodemografico, clinico, diagndstico de Ulcera em pé diabético e resultado da leitura das
laminas com os corantes (Apéndice E). Ap6s confrontacdo e confirmacgdo de lesGes em dedos
de pé diabéticos, foram separados os blocos de parafinas e as laminas de microscépio
correspondentes.

As pecas selecionadas foram encaminhadas para o laboratorio de biologia da
Universidade do Vale do Sapucai, onde se realizou trés cortes horizontais no bloco de parafina,
tirando amostras do tecido que foram colocadas em laminas de microscopio identificadas como

laminal, 2, e 3 e 4.



3.7 Processo de coloracao das laminas

Blocos de fragmentos de lesdes de dedos de pés diabéticos incluidos em parafina
foram seccionados em micrétomo rotativo a 3um para obtencédo de cortes e foram aderidos em
laminas limpas em banho-maria. As laminas foram submetidas as seguintes etapas para
realizacdo dos diferentes protocolos de coloracao:

e Desparafinizagdo em estufa a 65°C por 30 minutos, seguido de imerséo em trés
banhos de xilol por 5 minutos cada.

e Hidratacdo por série alcodlica decrescente: 3 banhos de alcool absoluto, 1 banho
de alcool 95% e 1 banho de alcool 70% (1 minuto cada).

e Lavagem em agua corrente, por 1 minuto, seguido de lavagem em agua destilada,
por 1 minuto.

As laminas com a coloracdo hematoxilina eosina ja estavam coradas conforme

rotina do laboratdrio de anatomo patoldgico do hospital das clinicas Samuel Libanio.

Laminal: Coloracdo de Hematoxilina Eosina (PACKERT et al., 2016)

e Colocar na solugédo de hematoxilina por 3 minutos.

e Enxaguar em &gua corrente da torneira por 5 minutos.

e Colocar em eosina por 2 minutos.

e Enxaguar novamente em agua corrente da torneira.

e Desidratar a lamina através de alcoois graduados (trés alcoois absolutos).

e Limpar a lamina utilizando um processo de desparafinizacdo, sendo submersa
ao xilol em trés etapas, cada uma com cinco minutos.

e Montar as laminas com laminulas.

e Esperar secar.

e Enumerar as laminas.

e Encaminhar para anélise histopatoldgica.


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jam.15049#jam15049-bib-0017

Lamina 2: Coloracdo Vermelho Congo e Carbol Fucsina (PACKERT et al., 2016)

Preparar o corante Vermelho Congo, misturando a solucdo estoque de Vermelho

Congo 2:1 e solucdo de Tween a 10% em agua.

Cobrir a Iamina com a solucdo Vermelho Congo-Tween por 15 minutos.

Lavar em agua destilada por 30 segundos.

Cobrir a ldmina com solug¢éo 10% de Carbol Fucsina por 6 minutos.

Lavar rapidamente em agua destilada.

Clarificar os cortes por imersdo em trés banhos de xilol por 1 minuto cada.
Cobrir a laminula usando meio de montagem permanente (ex. Balsamo do Canada).

Encaminhar para analise histopatoldgica.

Lamina 3: Coloragéo Grocott (GROCOTT,1955)
Na coloracdo de Grocott foi utilizado o kit Easy Path (EP-12-20017), o método

citoquimico de Grocott faz uso dos seguintes reagentes:

Reagente A: Acido Crémico

Reagente B: Prata

Reagente C: Borax

Reagente D: Cloreto de ouro

Reagente E: Verde Luz

Colocar 10 gotas de acido cromico (A) e deixado por 10 minutos.
Lavar em &gua corrente por 3 minutos e secar.

Colocar 10 gotas de bissulfito e deixado por 30 segundos.

Lavar em agua corrente, em seguida em agua destilada e secar.

Em um becker, realizar a juncdo de 40 ml de agua destilada, 40 gotas de

metanamina + prata(B) e 20 gotas de borax (C).

Colocar a solucdo obtida e as ldminas dentro de recipiente termorresistente com

tampa por 40 minutos em estufa (70° C).

Lavar as laminas em &gua destilada e secar.

Colocar 10 gotas de cloreto de ouro (D) por 1 minuto.
Lavar em agua corrente e secar.

Colocar 10 gotas de Verde Luz (E) por 1 minuto.
Lavar rapidamente em agua corrente e secar.

Por ultimo, desidratar em série de alcool ascendente até o xilol e montar.


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jam.15049#jam15049-bib-0017

Lamina 4: Corante Natural Acai

Preparacdo do corante natural: O corante pode ser preparado a partir da polpa
do Acai (Euterpe oleracea) congelada 8%. Para tanto, seguir as etapas:

e Descongelar a polpa em temperatura ambiente

¢ Adicionar ao volume total de polpa descongelada 20% de etanol absoluto.

e Manter a mistura em ambiente escuro sob leve refrigeracdo por 48 horas.

o Filtrar a mistura em papel filtro para obtencéo do extrato hidroetandlico.

e Realizar a vaporizagédo do extrato em estufa a 55°C por 8 dias para obtencao de
pigmentos concentrados.

e O extrato final foi colocado no copo Becker de vidro e utilizado como corante.
Coloragio:

e Imergir as ldminas no corante de Acai por 10 minutos.

e Lavar em dgua corrente

o Desidratar em série alcoolica crescente: alcool 70%, alcool 95%, trés banhos de
alcool absoluto (1 minuto cada).

e Clarificar em trés banhos de xilol.

e Montar em meio permanente (Ex. Balsamo do Canada)

e Encaminhar para analise histopatoldgica.

3.8 Andlise de coloracao das Laminas

Ap0s a confeccdo de todas as laminas, as mesmas foram levadas ao microscopio
optico onde foi realizada a analise das coloracdes. As identificacbes das laminas foram
ocultadas de modo que ndo influenciasse a avaliacdo. Foram atribuidos valores para qualidade
da coloragéo. Para tanto, foram classificados como 0 (zero), quando ndo houve a coloracdo de
nenhuma estrutura; 1 (um), quando houve coloragéo discreta; 2 (dois), quando houve coloragao

moderada e 3 (trés), quando houve coloracdo acentuada com melhor qualidade.
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3.9 Construcao do Protocolo

3.9.1 Primeira etapa: Diagnostico situacional

A ideia de escrever este manual nasceu a partir de observacoes feitas durante a
realizacdo deste trabalho cientifico. Durante a procura por literaturas que relatassem quais as
técnicas de coloracdo histoquimica e os corantes utilizados para identificar biofilme em lesoes,
notou-se a escassez de referencial tedrico. E importante frisar que o biofilme é uma barreira
fundamental para o atraso na cicatrizacdo. Por isso a necessidade de compreender o processo
de coloracdo histoquimica na identificacdo do biofilme in vitro e padronizar as técnicas de

coloracgdo histoquimica que os identificam.

3.9.2 Segunda etapa: Levantamento do contetido

Foi realizada uma revisdo integrativa da literatura. Delimitando-se as seguintes
etapas para o desenvolvimento da pesquisa: a identificacdo do tema e selecdo da questdo de
pesquisa; o estabelecimento de critérios para a inclusdo e exclusdo de estudos; a definigdo das
informacbes a serem extraidas dos estudos selecionados e categorizacdo dos estudos; a
avaliacdo dos estudos incluidos na revisdo integrativa; a interpretacdo dos resultados,
apresentacéo da reviséo; e a sintese do conhecimento (MENDES et al., 2008).

Objetivou-se responder a seguinte questao norteadora: “Como identificar o biofilme
em laminas contendo cortes histoldgicos de pecas cirrgicas de dedos do pé diabético utilizando
técnica microscopica de luz e qual o melhor corante?”.

Foi efetuada uma revisdo integrativa da literatura junto as bases de dados das
Ciéncias da Saude: MEDLINE, Scientific Eletronic Library Online (SciELO) e Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS). Foram utilizados o0s
Descritores controlados em Ciéncias da Saude (DeCS): Biofilme, Pé diabético, Cicatrizacdo de
feridas e Corantes. A estratégia de busca ocorreu a partir de suas diferentes combinacdes,
adotando-se o operador booleano AND nos idiomas portugués, espanhol e inglés, dependendo
da base pesquisada. Para a sele¢do das publicacdes, foram adotados como critérios de inclusdo:
apenas estudos primarios que tenham ligacao direta com a tematica; disponibilidade na integra
e artigos originais e publicados entre 2012 e 2022.

Elencaram-se como critérios de exclusdo: teses; dissertacdes; monografias; relatérios
técnicos e artigos que, apés a leitura do resumo, ndo se relacionassem com o objeto de estudo
proposto, além das publicagdes que se repetirem nas bases de dados. Fez-se a leitura dos titulos e

dos resumos, de modo independente, por dois autores do estudo em tela, para assegurar que 0s
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textos contemplavam a pergunta norteadora da revisdo e atendiam aos critérios de inclusdo
estabelecidos. Em caso de ddvida a respeito da selecdo, optou-se por incluir, inicialmente, a
publicacdo e decidir sobre a sua selecdo somente apds a leitura na integra de seu contetdo.

3.9.3 Terceira etapa: Formulacdo/montagem do protocolo

As ilustracBes e o contetido foram desenvolvidos e submetidos ao processo de edi¢do
e diagramacao, obedecendo a critérios relativos ao conteudo, a estrutura/organizacao, linguagem,
ao layout e design. Esse processo foi executado por profissional com experiéncia na area.

A partir desses levantamentos, foi elaborado o Protocolo, que compreende uma

sequéncia descrita em trés fases.

3.9.4 Fases para construcgao do protocolo

Protocolo de coloragdes

histogquimica para Etapa 1: Bflpe 2
_biofilme em pecas Diagnostico ~—~  Levantamento do
cirdrgicas de lesbes em Situacional Conteudo
pés diabéticos
|
\
Etapa 3
Reviséo Integrativa : x N Formulacéo/
da Literatura Elaboragdo Textual Montagem do
Protocolo

\%

Fechamento do

Contelido — Selecdo do Conteido ——>  Conteudo Didatico

\%

Criacdo das

llustragdes e Fotos g Diagramacao

Figura 1 - Processo de construcdo do “Protocolo de coloragdes histoquimica

para biofilme em pegas cirtirgicas de lesdes em pés diabéticos”.
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3.10 Andlise estatistica

O tipo de pesquisa é descritivo, com abordagem quantitativa. Na mensuracdo das
frequéncias absolutas e relativas, a pesquisa quantitativa objetiva dar tratamento estatistico aos
dados, com o propésito de identificar tendéncias, aderéncias e associacdes entre as variaveis
em estudo (AYRES, 2015).

Neste estudo foi utilizado o teste da razéo de verossimilhanga do Qui-quadrado para
amostras independentes. Trata-se de um teste de hipdtese que usa conceitos estatisticos para
rejeitar ou ndo uma hipdtese nula (Ho = As frequéncias observadas ocorrem na mesma
proporgdo para os diferentes grupos). E um teste estatistico para n amostras cujas proporgoes
das diversas modalidades estdo dispostas em tabelas de frequéncia, sendo os valores esperados
deduzidos matematicamente, procurando-se determinar se as propor¢Ges observadas nas
diferentes categorias ocorrem conforme o esperado ou apresentam alguma tendéncia. Para
realizacdo do teste, foi adotado um nivel de significancia de p-valor < 0.05, ou seja, se p-
valor<0.05 aceita-se Hi1 = As frequéncias observadas diferem significativamente para o0s
diferentes grupos. Foi utilizado também o teste t de Student para comparacdo das médias.

Para comparar simultaneamente a média dos tratamentos com a média do
tratamento padrdo, denominado controle na tentativa de verificar quais tratamentos em tese
superaram em desempenho o tratamento controle foi utilizado o teste de Dunnett, um método
de comparacGes multiplas com um tratamento controle (ANDRADE e OGLIARI, 2007)

Desta forma, os dados coletados foram tabulados, interpretados, processados e
analisados por meio da estatistica descritiva e inferencial. Para a analise dos dados foram
utilizados recursos de computacdo, por meio do processamento no sistema Microsoft Excel,

Statistic Package for Social Sciences (SPSS) verséo 24.0, todos em ambiente Windows 7.
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4 RESULTADOS

No total foram analisadas 40 fichas catalogadas de biopsias de pecas cirurgicas,
dedos de peés diabéticos e separados os respectivos blocos de parafina, onde foram retirados 03
cortes de cada bloco, totalizando 160 laminas, sendo 40 corados com Carbol Fucsina e Congo
Vermelho, 40 com Grocott, 40 com Natural Acai e 40 pré coradas com Hematoxilina Eosina.
Na tabela 1 mostra a distribuicdo dos pacientes com pé diabético segundo as variaveis, idade,
sexo, escolaridade e tabagismo. A média de idade dos pacientes amputados com pé diabético
foi 68 anos, mediana 69,0, desvio-padrdo + 11,21. Houve predominio do sexo masculino (75%),
com escolaridade de nivel fundamental (60%) e ndo tabagistas (87,5%). O teste Qui-quadrado
de Pearson aponta que estas frequéncias destacadas sdo tendéncias significativas na amostra

estudada, pois o p-valor associado ao teste € menor do que 0.05.

Tabela 1 - Dados sociodemograficos das pecas cirdrgicas, dedos de pés diabéticos com relagédo
as variaveis, idade, sexo, escolaridade e tabagismo.

Variavel Média Desvio Padréo Mediana P-Valor®
Idade 67.5 11,21 69,0
N =40 %
Masculino 30 75,0% x
Sexo Feminino 10 25,0% 0.000
Fundamental | 4 10,0%
Fundamental |1 24 60,0%
Escolaridade Ensino Médio 4 10,0% 0.000*
Ensino Superior 1 2,5%
Sem informacao 7 17,5%
Nao 35 87,5%
Tabagismo Sim 3 7,5% 0.000*
Sem informacgao 2 5,0%

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
@ Teste Qui-quadrado (Wilks' G?) de Pearson para tendéncia (p-valor<0.05).
*Valores Significativos; NS - Valores N&o Significativos.

Os dados clinicos e laboratoriais, mostram que a maioria ndo faz o uso de insulina
(85,0%) e predominou o tipo 2 de diabetes (57,5%). A maioria dos pacientes apresentaram
alteracdes nos resultados de hemoglobina glicada (75,0%), bem como na glicemia em jejum
(60,0%), Proteina C Reativa -PCR alterada (67,5%), Velocidade de Hemossedimentagdo - VHS

normal (90%) e leucdcitos totais normais (55,0%), demonstrados na tabela 2.

14



Tabela 2 - Resultados clinicos e laboratoriais das pecas cirurgicas, dedos, de pés diabéticos
com relacdo ao tipo de diabetes e uso de insulina.

Variavel Tipo N % P-Valor®

Uso de insulina Né&o 34 85,0% 0.000*
Sim 6 15,0%

Tipo de Diabetes Mellitus Tipo 2 23 57,5% 0.301"™
Tipo 1 17 42,5%

Hemoglobina glicada Normal 9 22,5% 0.000*
Alterado 30 75,0%
Sem informacéo 1 2,5%

Glicemia jejum Normal 6 15,0% 0.000*
Pré-diabetes 4 10,0%
Diabetes 24 60,0%
Sem informacéo 6 15,0%

Proteina C- Reativa Normal 9 22,5% 0.000*
Alterado 27 67,5%
Sem informacéo 4 10,0%

Velocidade de Hemossedimentacao Normal 36 90,0% 0.000*
Alterado 4 10,0%

Leucdcitos totais Normal 22 55,0% 0.203™
Alterado 17 42,5%
Sem informacéo 1 2,5%

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
@ Teste Qui-quadrado (Wilks® G2) de Pearson para tendéncia (p-valor<0.05).
*Valores Significativos; NS — Valores Néo Significativos.

Quanto a presenca de doencas circulatorias, no quesito alteragdes Macrovasculares,
a maioria dos registros estavam sem descricdo (n=29), e excluindo-se este item, houve
predominio de Doenga Vascular Periférica — DAP (10,0%). J& no quesito alteracOes
Microvasculares, cerca de 37 pacientes ndo apresentavam este item descrito, seguido de
Nefropatia diabética (5,0%). Com relacdo a ulceracdo e a amputacdo prévias, ambos se

apresentaram em 97,5% dos pacientes de acordo com a Tabela 3.
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Tabela 3 -Ulceracdo prévia, amputacdo prévia e doencas circulatérias das pecas cirdrgicas,
dedos de pés de diabéticos

Variavel Tipo N % P-Valor®

AM* 2 5,0% 0.265
AVC** 2 5,0%
Macrovascular DAP*** 4 10,0%
Outro 3 7,5%
Sem descricdo 29 72,5%

Retinopatia 1 2,5% -

Microvascular Nefropatia diabética 2 5,0%
Sem descricao 37 92,5%

x o Sim 39 97,5% 0.000*
Ulceragdo prévia Sem descricao 1 2,5%

Sim 39 97,5% 0.000*
Amputacao prévia Né&o 0 0,0%
Sem descrigéo 1 2,5%

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
@ Teste Qui-quadrado (Wilks' G?) de Pearson para tendéncia (p-valor<0.05).
*Valores Significativos; NS - Valores N&o Significativos.

O teste aplicado na analise da tabela 4 identifica que a concordancia entre o Corante
Vermelho Congo associado ao Carbol Fucsina e Corante Natural Acai € significativa, p=0,000,
ou seja, ndo ha diferenca significativa na presencga de bactéria no biofilme apresentada pelos

dois experimentos.

Tabela 4 - Comparacéo entre presenca de bactéria no biofilme com o Corante Vermelho Congo
associado ao Carbol Fucsina (CVCCF) e presenca de Bactéria Biofilme com Corante Natural
Acai (CNA) nas pecas cirurgicas, dedos de pés diabéticos.

Presenca
de Valor de p }r/:slger gilp
bactéria CVCCF % CNA % concordancia
ST quadrado para
no significativa ~
biofilme Proporgoes
Ausente 18 45 24 60
Discreto 14 35 8 20 0,000 0,103
Moderado 5 12,5 8 20
Acentuado 3 7,5 0 0

Fonte: Autores de pesquisa (2022).
Teste de Concordancia categoria ordinal (p-valor<0.05).
Teste Qui-quadrado (Wilks' G2) de Pearson para tendéncia (p-valor<0.05).
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A Figura 2 mostra que a linha vertical corta os intervalos, isso significa que nao

pode se afirmar que os corantes ndo séo diferentes.

Presenca de bactéria no biofilme

CMNA - CWCCF I -

07 -06 -05 -04 -03 -02 -01 00 01 02

Teste: Dunnett
Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Figura 2 - Comparacéo entre Presenca de bactéria no biofilme com o Corante Vermelho

Congo junto ao Corante Carbol Fucsina (CVCCF) x Presenca de bactéria no biofilme com
corante Natural Acai (CNA), nas pecas cirlrgicas de pés de diabéticos.

A lamina histoldgica de dedos de pés diabéticos com o corante Congo Vermelho e

Carbol Fucsina com presenca da bactéria no biofilme estd demonstrado na Figura 3.

Fonte: Autores de pesquisa (2022).
Figura 3 - Coloragdo Congo Vermelho e Carbol Fucsina em bidpsia de lesdes de pecas
cirtrgicas, dedos em pé diabético - A seta indica bactéria no biofilme, utilizando microscépio
optico com ampliacéo de 40 X.
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A lamina histoldgica de pés diabéticos com o corante Natural de Agai mostra a

presenca da bactéria no Biofilme na Figura 4.
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Fonte: Autores de pesquisa (2022).
Figura 4 - Coloracdo Natural Agai em bidpsia de lesdes de pecas cirdrgicas em pé diabético -
A seta indica bactéria no biofilme, utilizando microscopio dptico com ampliagdo de 40 X.

A concordancia entre o Corante Vermelho Congo com o Carbol Fucsina e o Corante
Natural Acai é significativa, p = 0,058, ou seja, h&d uma tendéncia muito forte de serem igual na
presenca de bactéria no tecido apresentada pelos dois experimentos, apesar de ser minima, é

demostrada na tabela 5.

Tabela 5 - Comparacédo entre presenca de bactéria no tecido com Corante Vermelho Congo
associado com Corante Carbol Fucsina (CVCCF) x Presenca de bactéria no tecido com Corante
Natural Acai (CNA), nas pegas cirargicas de pés de diabéticos.

Presenca Valor de p para \4252 geu?_
de bactéria CVCCF % CNA % concordancia uadrado para
no tecido significativa 9 P
proporcdes
Ausente 2 5,0 14 35,0
Discreto 33 g25 20 50,0 0,058 0,002
Moderado 3 75 6 15,0
Acentuado 2 5,0 0 0,0

Fonte: Autores pesquisa (2022).
Teste de Concordancia categoria ordinal (p-valor<0.05).
Teste Qui-quadrado (Wilks' G?) de Pearson para tendéncia (p-valor<0.05).

A Figura 5 mostra a linha fora do intervalo entre o Corante Natural Acai e o Corante
Vermelho Congo com Corante Carbol Fucsina, mas muito préxima isto representa que ha uma

tendencia muito forte deles serem iguais, para anélise de comparacao pelo teste de Dunnett.
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Presenca de bactéria no tecido

CMNA-CVCCF - }

Teste: Dunnett
Fonte: Protocolo de pesquisa (2022).
Figura 5 - Comparacéo entre presenca de bactéria no tecido com Corante Congo Vermelho com

Corante Carbol Fucsina (CVCCF) x Presenca de bactéria no tecido com Corante Natural Acai
(CNA), nas pegas cirurgicas de dedos pés de diabéticos.

A lamina histoldgica de dedos em pés diabéticos com o corante Congo Vermelho

e Carbol Fucsina demonstra a bactéria no tecido como apresenta a Flgura 6.

Fonte: Autoés da pesquisé (2022).

Figura 6 - Coloragdo Congo Vermelho com Corante Carbol Fucsina em bidpsia de dedos de
pecas cirdrgicas em pé diabético - A seta indica bactéria no tecido, dentro do espaco
intersticial utilizando microscépio éptico com ampliacéo de 40 X.
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A lamina histoldgica de dedos de peés diabéticos com o Corante Natural Acai mostra

a presenca da bactéria no tecido dentro do espaco intersticial como apresentado na Figura 7.

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Figura 7 - Coloracdo Natural Acai em biopsia de lesdes de pegas cirdrgicas, dedos em pé
diabético - A seta indica bactéria no tecido, dentro do espaco intersticial, utilizando
microscépio optico com ampliagdo de 40 X.

Na Tabela 6 é demonstrado que os dois corantes, Grocott e Natural de Acai,
possuem resultados idénticos e iguais a 0, indicando auséncia de fungos no tecido, valor de

p=1,000 (considerando mesmo corpo analisado em laminas diferentes pelo mesmo observador).

Tabela 6 - Comparacdo entre Presenca de Fungos no Biofilme com a coloragdo de Groccott
(GR) x Presenca de Fungos no Biofilme com coloragdo Natural Agai (NA).

Presenca de fungo

. GR % CNA % Valor de p
no biofilme

Ausente 40 100 40 100 1,000

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Teste de proporgéo Fisher.

20



Na lamina histologica de dedos de pés diabéticos com o Corante Grocott nao foi
observada o fungo, demonstrado na Figura 8.

E

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Figura 8 - Coloragdo Grocott em bidpsia de lesdes de pecgas cirdrgicas em pé diabético —
Néo foi observado fungos, utilizando microscopio 6ptico com ampliacéo de 40 X.

Na figura 9, a ldamina histolégica de dedos em pés diabéticos com o Corante
Natural Agai ndo foi observado fungo.

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Figura 9 - Coloracdo Natural Acai em biopsia de lesOes de pegas cirtrgicas, dedos de pé diabético
— Néo foi observado fungos, utilizando microscopio 6ptico com ampliagdo de 40 X.

Na tabela 7 a concordancia entre presenca da Matrix extra polimérica com o
Corante Hematoxilina Eosina (HE) e a presenca da Matrix extra polimérica com o Corante
Natural Acai (NA) € significativa, Valor de p = 0,000, ou seja, ndo h& diferenca significativa
na presenca de matriz de substancias poliméricas extracelulares no biofilme apresentada pelos

dois experimentos.
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Tabela 7 - Comparacdo entre presenca de matriz de substancias poliméricas extracelulares no
biofilme com Corante Hematoxilina Eosina (HE) x presenca de matriz de substancias
poliméricas extracelulares no biofilme com Corante Natural Acai (NA) nas pecas cirurgicas de
dedos de pés de diabéticos.

Presenca da Valor de p
matriz de Valor de p para Teste Qui-
substancias HE % CNA % concordancia uadrado para
poliméricas significativa 9 b
extracelulares Proporcoes

Ausente 18 45,0 23 57,5

Discreto 22 55,0 17 42,5 0,000 0,263
Moderado 0 0 0 0
Acentuado 0 0 0 0

Fonte: Autores de pesquisa (2022).
Teste de Concordancia categoria ordinal (p-valor<0.05).
Teste Qui-quadrado (Wilks' G2) de Pearson para tendéncia (p-valor<0.05).

A Figura 10 mostra a linha cortando o intervalo entre o Corante Natural Acai e 0

corante Hematoxilina e Eosina, isto representa que nao se pode afirmar que sdo diferentes.

Presenca de membrana no biofilme

MNA - HE - }

0.4 0.3 0.2 -0 0.0 0.1

Teste: Dunnett

Fonte: Autores da pesquisa (2022).

Figura 10 - Comparagdo entre presencga de matriz de substancias poliméricas extracelulares no
biofilme com Corante Hematoxilina Eosina (HE) X presenca de matriz de substancias
poliméricas extracelulares no biofilme com Corante Natural Acai (NA) nas pecas cirdrgicas de
pés de diabéticos.
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Na figura 11 a lamina histologica de dedos de pés diabéticos com o Corante

Hematoxilina Eosina observa-se a presenca da Matriz extra celular.

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Figura 11 - Coloracdo Hematoxilina Eosina em bidpsia de lesdes de pecas cirirgicas em pé

diabético — A seta indica presenc¢a da matriz de tecido conjuntivo frouxo em proliferacdo
utilizando microscopio 6ptico com ampliacéo de 100 X.

Na figura 12 a ldmina histoldgica de dedos de pés diabéticos com o Corante Natural

observa-se a presenca da Matriz extra celular.

Fonte: Autores da pesquisa (2022).

Figura 12 - Coloracdo Natural Acai em bidpsia de lesdes de pegas cirlrgicas em pé
diabético — A seta indica presenga da matriz de tecido conjuntivo frouxo em proliferacdo
utilizando microscdpio 6ptico com ampliagdo de 10 X.
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Tabela 8 - Comparacéo entre Espessura do Biofilme com Corante Hematoxilina Eosina versus
Espessura do Biofilme com Corante Natural Agai nas pecas cirargicas, dedos de pés diabéticos.

Valor de p para Vel P
Espessura do HE %  CNA % concordancia UERIOIE
Biofilme ST quadrado para
significativa ~
proporc¢des
Ausente 18 450 23 57,5
Discreto 18 45,0 15 375 0,000 0,461
Moderado 4 10,0 2 50
Acentuado 0 0 0 0

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Teste de Concordancia categoria ordinal (p-valor<0.05).
Teste Qui-quadrado (Wilks' G2) de Pearson para tendéncia (p-valor<0.05).

A Figura 13 mostra a linha vertical dentro do intervalo entre o Corante Natural Acai

e o Corante Hematoxilina Eosina, isto representa que ndo se pode afirmar que séo diferentes.

Espessura do biofilme

MNA - HE |

0.5 -0.4 0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1

Teste: Dunnett
Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Figura 13 - Comparacdo entre Espessura do Biofilme com Corante Hematoxilina Eosina

versus Espessura do Biofilme com Corante Natural Acai nas pegas cirdrgicas, dedos de pés
diabéticos.
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Na figura 14 a lamina histologica de dedos de pés diabéticos com o Corante

Hematoxilina Eosina observa-se a espessura do biofilme.

Fonte: Autores da pesquisa (2022).

Figura 14 - Coloragdo Hematoxilina Eosina em bidpsia de lesdes de pecas cirlrgicas em
pé diabético — A seta indica espessura do biofilme de 0.5mm utilizando microscépio dptico
com ampliagdo de 10 X.

Na figura 15 a lamina histolégica de dedos de pés diabéticos com o Corante
Hematoxilina Eosina observa-se a espessura do biofilme.

Fonte: Autores da pesquisa (2022).

Figura 15 - Coloracdo Natural Agai em biopsia de lesbes de pecas cirlrgicas, dedos em pé
diabético — A seta indica espessura do biofilme de 0.5mm utilizando microscopio 6ptico com
ampliacdo de 10 X.
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A concordancia entre Cicatrizagdo com Corante Hematoxilina Eosina e Cicatrizagcdo com
Corante Natural Acai é significativa, Valor de p=0,000, ou seja, ndo ha diferenca significativa na

Cicatrizacao apresentada pelos dois experimentos, demonstrada na tabela 9.

Tabela 9 - Comparacéo entre Cicatrizacdo com Corante Hematoxilina Eosina x Cicatrizagdo
com Corante Natural Acai nas pecas cirurgicas, dedos de pés diabéticos.

Valor de p
Valor de p para Teste Qui-
Cicatrizacéo HE % CNA % concordancia
PR quadrado para
significativa ~
proporcoes
Ausente 17 42,5 22 55,0
Discreto 4 10,0 5 12,5 0,000 0,122
Moderado 14 35,0 13 32,5
Acentuado 5 12,5 0 0,0

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Teste de Concordancia categoria ordinal(p-valor<0.05).
Teste Qui-quadrado (Wilks' G?) de Pearson para tendéncia (p-valor<0.05).

A Figura 16 mostra a linha vertical dentro do intervalo entre o Corante Natural Acai

e o Corante Hematoxilina Eosina, isto representa que néo se pode afirmar que séo diferentes.

Cicatrizacao

MNA - HEA I L

0.8 06 0.4 02 0.0

Teste: Dunnett

Fonte: Autores da pesquisa (2022).

Figura 16 - Coloracdo Hematoxilina Eosina em bidpsia de lesdes de pegas cirurgicas, dedos, em pé
diabético — A seta indica espessura do biofilme de 0.5mm utilizando microscopio éptico com
ampliacdo de 10 X.
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Na Tabela 10 a concordancia entre reepitelizacdo com Corante Hematoxilina
Eosina e Corante Natural Acai é significativa, Valor de p=0,000, ou seja, ndo ha diferenca

significativa na reepitelizagdo com Corante apresentada pelos dois experimentos.

Tabela 10 - Comparacdo entre Reepitelizacdo com Corante Hematoxifilina Eosina (HE) versus

Reepitelizacdo com Corante Natural Acai (CNA) nas pecas cirurgicas, dedos, de pés diabéticos.

Valor de p Valor de p
para Teste Qui-

Reepitelizagdo HE % CNA % A
concordancia quadrado para
significativa proporc¢des
Ausente 18 48,7 23 57,5
Discreto 7 189 6 15,0 0,000 0,287
Moderado 9 24,3 11 27,5
Acentuado 3 8,1 0 0,0

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Teste de Concordancia categoria ordinal (p-valor<0.05).
Teste Qui-quadrado (Wilks' G?) de Pearson para tendéncia (p-valor<0.05).

A Figura 17 mostra a linha vertical dentro do intervalo entre o Corante Natural Acai

e o Corante Hematoxilina Eosina, isto representa que ndo se pode afirmar que sdo diferentes.

Repitelizacdo

MA - HE ‘

0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

Teste: Dunnett
Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Figura 17 - Comparagdo entre reepitelizagdo com Corante Hematoxilina Eosina (HE)

versus reepitelizagdo com Corante Natural Acai (NA) nas pecas cirdrgicas, dedos, de pés
diabéticos.
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A concordancia entre necrose com Corante Hematoxilina Eosina e necrose com
Corante Natural Acai é significativa, Valor de p=0,000, ou seja, ndo ha diferenca significativa
na necrose apresentada pelos dois corantes como demonstrado na Tabela 11.

Tabela 11 - Comparagdo entre Necrose com corante Hematoxifilina Eosina (CHE) versus
Necrose Corante Natural Acai (CNA) nas pecas cirargicas, dedos, de pés diabéticos.

Valor de p
Valor de p para Teste Qui-
Necrose HE % CNA % concordancia
PP guadrado para
significativa N
proporc¢oes
Ausente 13 32,5 13 32,5
Discreto 2 50 2 50 0,000 0,951
Moderado 8 20,0 10 25,0
Acentuado 17 425 15 375

Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Teste de Concordancia categoria ordinal (p-valor<0.05).
Teste Qui-quadrado (Wilks' G2) de Pearson para tendéncia (p-valor<0.05).

A Figura 18 mostra a linha vertical dentro do intervalo entre o Corante Natural Acai

e o Corante Hematoxilina Eosina, isto representa que ndo se pode afirmar que séo diferentes.

MNecrose

L ]

MNA - HE 7 I

= T o Y~

075 -0,50 -0.25 0 0,25 0,50

o

Teste: Dunnett

Fonte: Autores da pesquisa (2022).

Figura 18 - Comparagdo entre necrose com Corante Hematoxilina Eosina (HE) X necrose
Corante Natural Acai (NA) nas pegas cirurgicas, dedos, de pés diabéticos.
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Na figura 19 a lamina histologica de dedos de pés diabéticos com o Corante

Hematoxilina Eosina observa-se a presenca de Necrose.

¢ \ ’.‘ N
AR J B It N B '$.,"Q&. a
Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Figura 19 - Coloragdo Hematoxilina Eosina em bidpsia de lesGes de pecas cirlrgicas, dedos
de pé diabético — A seta indica Necrose utilizando microscopio éptico com ampliagdo de

10 X.

Na figura 20 a lamina histoldgica de pés diabéticos com o Corante Natural Agai

observa-se necrose.

‘\." o 22 i "' 3 -
Fonte: Autores da pesquisa (2022).
Figura 20 - Coloracdo Natural Acai em bidpsia de lesdes de pecas cirdrgicas em pé

diabético, dedos— A seta indica necrose utilizando microscdpio optico com ampliacéo
de 10 X.
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4.1 Produtos

4.1.1 Corante histol6égico Natural Acai

Um dos produtos desenvolvido € o corante histoldgico natural composto por 8% de
polpa de Acai (Euterpe Oleracea) e 20% de etanol absoluto. A formulacgéo foi colocada em copo
Becker de vidro e utilizada para corar 40 ldminas das pecas cirurgicas de lesdes nos dedos de
pés diabéticos.

5 >

Figura 21- Produto: Corante Histoldgico Natural de Agai

4.1.2 Pedido de Registro de Patente no Instituto Nacional Propriedade Intelectual (INPI)

4.1.3 Protocolo de Colorag6es Histoquimicas para Biofilme em Pecas Cirurgicas de Lesdes
em Pés Diabéticos
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APRESENTACAO

laboratério especificamente no diagnastico de biofilme em pecas

E ste protocolo foi elaborado para profissionais que atuam em
cirurgicas de lesdes em pés diabéticos.

O apoio do protocolo descriivo € fundamental, pois oferece
informacgdes para capacitacao dos profissionais permitindo que os
mesmos realizem os procedimentos de forma padronizada.

O biofilme em pé diabético € um tema ainda pouco discutido
entre os profissionais que atuam na realizacao de curativos e cuidados
aos portadores de pé diabético.

Embora haja conhecimento sobre o biofilme e seu papel em
ferndas cronicas, anda ha grande necessidade de capacitacdo e
ampliacdo do conhecimento sobre identificacdo e tratamento do
biofilme entre os profissionais que cuidam de pacientes com fendas.

O bicfilme tem sido definido como uma comunidade de
microrganismos que se aderem a uma superficie (bidtica ou abiética)
formando um agregado, deixando as bacténas envoltas em uma matriz
de exopolissacarideos. Pacientes diabéticos sdao mais propensos
a desenvolver ulceras no pé e colonizacdo de biofilme devido a
fisiopatologia do diabetes.

A implementacdo do “Protocolo de Coloragdes Histoguimicas
para Biofilme em Pecas Cirdrgicas de Lesdes em Pés Diabéticos”
surgiu a partir da necessidade observada através de expenmentos
realizados por meio de pesquisas do Mestrado Profissional em Ciéncias
Aplicadas a Saude do Programa de Pos-Graduacao da Universidade
do Vale do Sapucai.
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INTRODUCAO

formacao acontece quando bacténas e fungos planctonicos (livre)

fixam a uma superficie num movimento denominado browniano,
superando as forgas eletrostaticas entre o substrato e a parte externa
da bactena, a partir deste momento outros microorganismaos comecam
a se agruparem com um movimento conhecido como pili(GONZALEZ
et al, 2019).

O biofilme esta entre os fatores que levam fenda a cronicidade, sua

A maiona das Infeccbes em Pés Diabéticos é causada por
bactérias em biofilme e o diagndstico continua a ser um desafio.
Existem diversos métodos de diagnostico de biofilmes, entretanto,
nenhum padronizado para diagnostico na pratica clinica(ROCHA et al |
2018).

Diversos métodos para detectar biofilme estdo descritos na
literatura, a escolha de qual se utilizar depende do local em gue o biofilme
e formado e da amostra que sera analisada. A biopsia & considerada o
metodo mais confiavel de detectar o biofilme, as amostras de biopsias
sao coradas para visualizacao dos agregados microbianos, da matnz
extracelular do biofilme e das células do sistema imunologico (SILVA et
al ,2021).

Em relagdo as técnicas microscopicas para identificar o biofilme,
estas estao cada vez mais modernas exigindo equipamentos de ultima
geracao e caros, como exemplos a microscopia fluorescente,
microscopia eletronica associada a microscopia confocal, microscopia

confocal a laser de varredura e a microscopia de epifluorescéncia
(BALESTRA ef al,, 2003)

Apesar de limitada & possivel identificar estruturas do biofilme in
vitro utilizando técnicas mais acessivels como a técnica de microscopia
de luz associada a técnica de coloracdo modificada. Utilizando
coloracdes histologicas padrao como a hematoxifilina eosina é possivel
identificar estruturas compativeis ao biofilme tipo agregado de células e
uma matrnz proxima a lesao, ja a coloracao vermelho congo modificado

39



Protocole de coloragtes histoquimicas para biofilme em pegas cirurgicas de lesoes em pés diabeticos

com carbol fucsina foi considerado atil na identificacdo do bioflme com

capacidade de identificar a matnix extracelular, diferenciando bacténas
de conteudo de biofilme (FPACKERT et af, 2016 ).

Como descrito antenomente em lesdes de pé diabéticos também
existe a presenca de fungos (CHELLAN et al., 2010), e a técnica de
microscopia de luz utilizada para identifica-los & denominada de Grocott,
também chamada de impregnacao pela prata, & a mais sensivel, sendo
largamente utilizada na pesquisa dos elementos fingicos tanto nos
cortes de tecido, quanto nos esfregacos, corando de negro a parede
celular, que & visualizada sobre um fundo verde-claro (GAZZONIet al,
2008).

A coloracdo Hematoxifiina-Eosina € uma das técnicas de
coloracao mais utiizadas na area de histologia e citologia, devido ao seu
facil manuseio e baixo custo.E utilizado para a visualizacdo de células,
fibras nervosas espessas e presenca de certos microorganismaos nos
tecidos, como: parasitas, fungos e bacténas, entre outros
(MAESTROVIRTUALE, 2022a).

O Vermelho Congo & um corante azdico de proteinas formadas
por acoplamento de um sal diazénio e um anel aromatico activo, que &
capaz de absorver radiacdo eletromagnética no espectro visivel, razao
pela qual possui uma cor intensa.E uma substdncia muito versatil,
utiizada como corante para células e tecidos (MAESTROVIRTUALE,
2022b).

Carbol Fucsina € uma mistura de fenol e fucsina basica, usada
em procedimentos de coloracdo de bacténas comumente usada na
coloracdo de micobacténas (TRENTO, 2018).

Como pigmento majoritanio, o acai apresenta em sua compaosicao
antocianinas, as guais saouma alternativa viavel em substiiuicdo aos
corantes sintéticos empregados na formulacaode evidenciadores de
biofilmeapresentando contraste de coloracdo com a superficie dentale
tecidos moles,sendo sua eficacia estatisticamente elevada quando
comparada a evidenciadores comerciais (DOMINGUES et al, 2012;
ABREU; FERREIRA, 2013).
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Emmi e Rocha (2001)realizaram pesquisa experimental que
desenvolveu aelaboracao de evidenciadores formulados com corante
natural de acai(antocianinas), fruto existente na diversidade da
floraamazdnica. Os resultados obtidos demonstraram sua eficacia na
evidenciacao da placa bactenana.

Apesar de todos os avancos na pesquisa, 0S mICrorganismos
produtores de biofilme continuam sendo um séno problema de saude

publica, muitas vezes negligenciado em vanas areas da saude. O
diagnostico de biofilmes é desafiador, de alto custo (SILVA et al, 2021).

Embora existam diversos métodos de diagnéstico de biofilmes
em laboratorios de pesquisa, nao existe um protocolo padronizado
para tal diagnéstico na pratica clinica.Compreender a morfologia
bacteriana & imprescindivel para sua identificacao, ja que as bactérias
presentes em uma lesdo tecidual, com presenca de biofilme, podem
ser identificadas por meio da coloracdo in vitro (ROCHA et al., 2018).

MNa busca por métodos alternativos de baixo impacto ecologico,
com diminuigdo de residuos, baixo custo e maior seguranca os corantes
histologicos naturais altemativos estao cada vez mais sendo utilizados,
fazendo importante sua utiizacdo na identificacdo de microorganismos
(UGGERI et al, 2013).

Portanto, este protocolo de coloracdes histoquimicas para
biofilme em pecas cirargicas de lesdes em pé diabético.
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Frotocolo de coloragoes histoguimicas para biofilme em pegas cirurgicas de lesoes em pes diabéticos

OBJETIVOS

Compreender o processo de coloracdo histoquimica para
identificacdo do biofilme em bidpsias de lestes de pecas cirirgicas de
pé diabetico utilizando os corantes sintéticos Hematoxilina Eosina,
Vermelho Congo com Carbol Fucsina, Grocott e o corante Natural de
Acai.

Analisar a eficacia do corante Natural de Acai na identificacao
do biofilme em comparagdao com os corantes sinteticos Hematoxilina
Eosina, Vermelho Congo com Carbol Fucsina e Grocott.

Padronizar as técnicas de coloracdao histoquimica para
identificacao do biofilme em bidpsias de lestes de pecas cinirgicas de
pé diabetico.
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OPERACIONALIZAGAO

O laboratono de anatomo-patologia € um local de grande
contribuicdo na identificacao in situ de varias estruturas celulares
e tecidulares que podem estar associadas a vanas patologias, e as
consequéncias funcionais e morfologicas que estas podem produzir. Nas
ulimas décadas houve uma valonzacao de diagnosticos diferenciais
em anatomia patologica levando a um progresso das metodologias o
que tem contribuido significativamente para o diagnéstico de muitas
patologias e, inclusive, o prognéstico e a indicacao terapéutica.

Com maior frequéncia as técnicas histologicas associadas a
coloragdes histoquimicas vem proporcionado melhora na visualizac o
de componentes teciduais, confirmados pelos profissionais atuantes
nesta area, aumentando a perspectivas de diagnosticos mais eficazes
e satisfatonos.

ELABORAGAO DO PROTOCOLO

O protocolo foi construido baseado em revisdo da literatura nas
Plataformas Scielo, Lilacs e Pubmed. Utiizado os descritores com a
busca booleana: 1. Biofilme. 2. Pé diabético. 3. Cicatrizacao de feridas.
4 Corantes.
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Protocolo de coloragbes histogquimicas para biofilme em pegas cirdrgicas de lesoes em pés diabéticos

PROCESSO DE COLORAGAO DAS LAMINAS

Blocos de fragmentos de lestes de pés-diabéticos incluidas em
parafina devem ser seccionadas em microtomo rotativo a 3um para
obten¢cao de cortes a serem aderidos em laminas limpas em banho-
mana. As laminas deverao ser submetidas as seguintes etapas para
realizacao dos diferentes protocolos de coloracao:

* Desparafinizacao em estufa a 65°C por 30 minutos, seguido
de imersao em trés banhos de xilol por 5 minutos cada.

* Hidratacao por série alcodlica decresente: 3 banhos de
alcool absoluto, 1 banho de alcool 95% e 1 banho de alcool
70% (1 minuto cada).

» Lavagem em agua comente, por 1 minuto, seguido de
lavagem em agua destilada, por 1 minuto.
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COLORAGAO DE HEMATOXILINA EOSINA
(PACKERT ETAL., 2016)

» Colocar na solu¢cao de hematoxilina por 3 minutos.

» Enxaguar em agua corrente da torneira por 5 minutos.
» Colocar em eosina por 2 minutos.

» Enxaguar novamente em agua corrente da torneira.

» Desidratar a lamina através de alcoois graduados (trés alcodis
absolutos).

*» Limpar a lamina utilizando um processo de desparafinizacao
sendo submersa ao xilol em trés etapas, cada uma com cinco
minutos.

* Montar as laminas com laminulas.

» Esperar secar.

* Enumerar as laminas.

» Encaminhar para analise histopatologica.

Figura 1. Coloragao Hematoxilina Eosina em biopsia de lesoes de pecas cirur-
gicas em pé diabetico (A)- A seta indica o biofilme, usando microscopio optico
com ampliacdo de 100 X. (B) A seta vermelha indica bactérias no biofilme, a seta
azul indica bactérias no tecido e a seta preta a espessura do biofilme 0.5mm,
ampliacao de 400X.
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Protocolo de coloragoes histoquimicas para biofilme em pegas cirurgicas de lesdes em pés diabéticos

COLORAGAO VERMELHO CONGO E CARBOL
FUCSINA (PACKERT ET AL., 2016)

» Preparar o corante Vermelho Congo, misturando a solucao
estoque de Vemmelho Congo 2:1 e solucdao de Tween a
10% em agua.

» Cobrir a lamina com a solucao Vermelho Congo-Tween
por 15 minutos.

» Lavar em agua destilada por 30 segundos.

* Cobrir a lamina com solucao 10% de Carbol Fucsina por 6
minutos.

» Lavar rapidamente em agua destilada.

» Clarificar os cortes por imersao em trés banhos de xilol por
1 minuto cada.

» Cobrir a laminula usando meio de montagem permanente
(ex. Balsamo do Canada).

» Encaminhar para analise histopatologica.

Figura 2. Coloragao Congo Vermelho e Carbol Fucsina em biopsia de lesoes
de pecas cirurgicas em pé diabetico (A)- A seta indica o biofilme, usando mi-
croscopio optico com ampliacao de 100 X. (B) A seta vermelha indica bactérias
no biofilme, a seta azul indica bactérias no tecido, ampliacao de 400X.
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COLORAGAO GROCOTT (GROCOTT,1955)

Na coloracao de Grocott foi utiizado o kit Easy Path (EP-12-
20017), o método citoquimico de Grocott faz uso dos seguintes
reagentes:

Reagente A: Acido Crémico
Reagente B: Prata
Reagente C: Borax
Reagente D: Cloreto de ouro
Reagente E: Verde Luz

Colocar 10 gotas de acido cromico (A) e deixado por 10
minutos.

Lavar em agua corrente por 3 minutos e secar.
* Colocar 10 gotas de bissulfito e deixado por 30 segundos.

 Lavar em agua corrente, em seguida em agua destilada e
secar.

* Emum becker, realizar a juncao de 40 ml de agua destilada,
40 gotas de metanamina + prata(B) e 20 gotas de bérax (C).

* (Colocar a solugao obtida e as laminas dentro de recipiente

termo-resistente com tampa por 40 minutos em estufa (70°
C).

* Lavar as laminas em agua destilada e secar.

+ Colocar 10 gotas de cloreto de ouro (D) por 1 minuto.
* |Lavar em agua comrente e secar.

» Colocar 10 gotas de Verde Luz (E) por 1 minuto.

* Lavar rapidamente em agua corrente e secar.

+ Por altimo, desidratadar em sérne de alcool ascendente até
o xilol e montar.
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Figura 3. Coloragao Grocott em biopsia de lesoes de pecas cirurgicas em pé
diabetico (A)- A seta indica o biofilme, usando microscopio optico com amplia-
¢ao de 100 X. (B) A auséncia de fungos ampliacdo de 400X.
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COLORACAO NATURAL ACAI

Preparagio do corante natural:

O corante pode ser preparado a partir da polpa do Acai (Euterpe

oleracea) congelada 8%. Para tanto, seguir as etapas:
Descongelar a polpa em temperatura ambiente

Adicionar ao volume total de polpa decongelada 20% de etanol
absoluto.

Manter a mistura em ambiente escuro sob leve refrigeracao por
48 horas.

Filirar a mistura em papel filtro para obtencdo do extrato
hidroetandlico.

Realizar a vaponzacao do extrato em estufa a 55°C por 8 dias
para obtencao de pigmentos concentrados.

Coloragao:

O extrato final podera ser utilizado como corante.

Imergir as laminas no corante de Acai por 10 minutos.
Lavar em agua comrente

Desidratar em séne alcodlica crescente: alcool 70%, alcool 95%,
trés banhos de alcool absoluto (1 minuto cada).

Clarificar em trés banhos de xilol.
Montar em meio permanente (Ex. Balsamo do Canada)

Encaminhar para analise histopatologica.
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Protocolo de coloragoes histoquimicas para biofilme em pegas cirurgicas de lesoes em pés diabéticos

Figura 4. Coloragao Natural Agai em biopsia de lesdes de pecas cirturgicas em

pé diabetico (A)- A seta indica o biofilme, usando microscopio optico com am-

pliagcao de 100 X. (B) A seta vermelha indica bactérias no biofilme, a seta azul
indica bactérias no tecido, ampliagdo de 400X.
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CONCLUSAO

Seguindo as técnicas de coloracdo descrnitas os corantes
sintéticos Hematoxilina Eosina, Vermelho Congo com Carbol Fucsina
e Grocott dentificaram o biofilme in vitro nas biopsias de pecas
cirurgicas de paciente diabéticos.

Ao comparar o corante natural de Acai com os corantes sintéticos,
houve concordancia na eficacia da evidenciacao do biofilme In vitro
nas biopsias de pecas cinurgicas de paciente diabéticos.
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5 DISCUSSAO

O biofilme tem um papel crucial em leses de pés diabeticos, pois 80% das
amputacdes de membros inferiores em pacientes diabéticos sdo precedidas por ulceracao do pé
infectado por biofilme e contribuem para retardar a cicatrizacdo. Nas feridas cronicas como
ulceras em pé diabético os biofilmes encontrados sdo altamente polimicrobianos e os estudos
realizados juntamente com abordagens disponiveis ainda sdo limitados (POUGET et al., 2020).

A analise do formulario neste estudo demonstrou que a média de idade dos
pacientes cirdrgicos com pé diabético foi 68 anos, corroborando com o estudo descritivo de
Orosco et al. (2019) que avaliou pacientes com pé diabético submetidos a amputacdo de
membros inferiores em interior paulista, cuja média de idade foi de 61,9 anos, com faixa etaria
mais prevalente de 51 a 70 anos correspondendo a 63,5%. O DM2 e suas complicagcOes
acometem individuos a partir dos 40 anos de idade, tendo uma maior incidéncia na sexta década
de vida (PITTA et al., 2019).

Houve predominio de pacientes do sexo masculino semelhante ao estudo de Orosco
et al. (2019) com 56,1%, porém divergindo de Araujo et al. (2019) em que apenas 38,5%
pertenciam ao sexo masculino e foram internados por Ulceras em pé diabético. Alguns autores
afirmam que o sexo masculino é considerado um fator de risco para amputaces em diabéticos
tipo 2. Ainda, os homens sdo duas vezes mais submetidos a amputacdo do que as mulheres e
este fato pode estar relacionado ao maior autocuidado por parte das mulheres (OROSCO et al.,
2019). A maioria ndo era tabagistas, e corrobora com o estudo descritivo, inferindo que os
habitos de vida saudaveis dos pacientes diabéticos sdo extremamente importantes para a
determinacéo do aparecimento de complicacées (OROSCO et al., 2019).

Com relacdo aos dados clinicos e laboratoriais das pecas cirurgicas de pés de
diabéticos, constatou-se que a maioria nao faz o uso de insulina, com predominio de diabetes
tipo 2, convergindo com outros estudos em que a grande maioria dos pacientes submetidos a
amputacdo apresentavam diabetes do tipo 2 (OROSCO et al., 2019). A maioria dos pacientes
apresentava alteracdes nos resultados de hemoglobina glicada bem como na glicemia em jejum,
PCR alterado, entretanto na Velocidade de Hemossedimentacdo - VHS e leucdcitos totais
apresentaram indices dentro da normalidade. Nas doencas circulatorias, as alteracdes
macrovasculares, a Doenca Vascular Periférica - DAP foi a prevalente e dentre as alteracdes
Microvasculares, a nefropatia diabética foi a mais encontrada. A ulceracdo e amputacéo prévias,
apresentaram alta incidéncia. Tais resultados sdo similares ao estudo retrospectivo que confirma
que a neuropatia é o fator etiolégico mais frequente no pé diabético e a doenca vascular

periférica a causa mais prevalente de amputacdo (BRASILEIRO et al., 2019).
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A glicemia em jejum, a hemoglobina glicosilada e proteina C reativa encontraram-
se alteradas neste estudo, resultados semelhantes foram encontrados no estudo epidemiol4gico
de Araujo e Macedo (2018), cuja média por paciente da glicemia de jejum foi de 155,67 mg/dl
e da glicemia pos-prandial 162,34 mg/dl. Os exames laboratoriais sdo de grande importancia
para o auxilio do tratamento do diabético e facilita no controle das suas comorbidades
(ARAUJO e MACEDO, 2018).

Metade dos pacientes do estudo apresentou gangrena no membro amputado, o que
também foi verificado no estudo descritivo de Haddad et al. (2010) que descrevem que tal
complicacdo precede 50% a 70% das amputacdes. Para Orosco et al. (2019), 63,5%
apresentaram Ulcera anterior ou atual nos membros inferiores, resultado inferior ao encontrado
no estudo descritivo de Bortoletto (2010), de 93%. Apesar disso, esse dado €é relevante visto
que 85% das amputacGes sdo precedidas de Ulceras nos pés. No estudo de Bortoletto et al.
(2010) 93% dos pacientes amputados apresentavam neuropatia e no de Santos et al. (2013)
59,8%, o que demonstra valores. Park et al. (2019) afirma que uma das grandes ameacas para
amputacdo em pé diabético estd relacionado a Ulceras infeccionadas, consequéncia de
colonizagdo por potenciais patdgenos que levam a formagdo do biofilme bacteriano, onde as
bactérias que estavam livres no leito da lesdo se agregam e produzem uma matriz protetora,
assim dentro do biofilme é o local onde se encontra 0 maior nimero de bactérias e identificar a
presenca de bactérias é fundamental para identificar a existéncia do biofilme.

Corroborando com o estudo acima Afonso et al. (2021) relatam que no pé diabético
os biofilmes tem um papel crucial, pois as bactérias colonizadoras atuam sinergicamente
criando um ambiente favoravel a progressao, bactérias presentes em feridas cronicas encontram
0 ambiente ideal para formacao de comunidades sésseis polimicrobianas. A falha no tratamento
de feridas de fato esta relacionada a presenca de biofilme (AFONSO et al., 2021).

De acordo com Park et al. (2019) uma infinidade de Actinobacteria,
Staphylococcus, Corynebacterium, e Propionibacterium foram encontradas em amostras
normais em comparacdo com o tecido infectado, e uma abundancia relativa de anaerdbios
(Bacteroides e Enterococcus) e Pseudomonas espécies em tecidos de feridas. Anaerébios em
feridas podem prejudicar a cicatrizagdo de feridas e aumentar a gravidade da infeccdo. Esses
resultados estdo de acordo com outros estudos, sugerindo que os DFUs estdo associados a
colonizacao polimicrobiana, contendo mais bactérias anaerobicas do que outras feridas.

Em estudo in vitro baseado em colorimetria para detectar o biofilme Wu et al.
(2020) relata que a presenca de bactéria dentro do biofilme demonstra maior resisténcia a
agentes antimicrobianos e considera este biofilme como maduro. Utilizando microscopia de luz

e técnica de coloracdo Vermelho Congo com o Carbol Fucsina o estudo de Harrison-Balestra
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et al. (2003) retirou tecido de uma queimadura humana, permitiu o crescimento do biofilme,
realizou a coloracgéo e in vitro identificou o biofilme que apresentou coloracdo de rosa/ laranja
e as bactérias com coloracdo de vermelho/ roxo. Condizendo com este estudo utilizando
vermelho congo com Carbol Fucsina o biofilme também foi detectado e apresentou as mesmas
coloracgdes, j& com o corante Natural Acai foi possivel identificar o biofilme que apresentou
coloracgéo verde clara.

O inicio do biofilme se d& quando bactérias na forma livre ou chamadas
plancténicas agregam a superficie do tecido em um ambiente hostil e formam uma estrutura
complexa, portanto ao se identificar bactérias no tecido é possivel associarmos a novas
replicacGes, aumento do processo infeccioso ou inicio da formacéo de novos biofilmes. Packert
et al. (2016) em estudo que visualizou o biofilme usando técnicas histoldgicas padrdo Vermelho
Congo em conjunto com Carbol Fucsina, identificou como um candidato para a coloragao de
rotina potencial de tecidos infectados para determinar a presenca de estruturas semelhantes a
biofilme corroborando com este estudo onde a bactéria no tecido se apresentou de cor
avermelhada e agrupadas, e no biofilme de com arroxeada e agrupadas, ja com o corante Natural
Acai observou-se presenca biofilme no tecido com uma coloracéo verde escuro espagadas.

O estudo realizado por Bjarnsholt (2017) condiz com outros estudos que relatam in
vitro, biofilmes maduros liberam bactérias plancténicas, microcolonias e fragmentos de
biofilme, que podem se separar e aderir a outras partes do leito da ferida, formando novas
coldnias de biofilme. Essas comunidades microbianas adormecidas e mistas, tipicas do
biofilme, permitem que os microrganismos compartilhem suas “habilidades”, combinando suas
vantagens protetoras dentro da matriz extracelular para a sobrevivéncia

Uma das estruturas mais importantes na formacédo do biofilme é a capacidade de
producdo da matriz extracelular, pois ela contribui para sua tolerancia antimicrobiana,
restringindo a penetracdo de agentes antimicrobianos. Packert et al. (2016) detectaram que o
corante Congo Vermelho sozinho ndo conseguia diferenciar as estruturas do biofilme, mas ao
adicionar o Carbol Fucsina foi possivel avaliar a presenca de uma camada de células bacterianas
dormentes, entre bactérias. Discordando deste estudo que o corante Congo Vermelho com
Carbol Fucsina ndo identificou utilizando a corante Hematoxilina Eosina e o Natural Acai foi
detectado uma matriz ao redor das bactérias, junto ao tecido conjuntivo frouxo em estado de
proliferacdo.Chellan et al. (2010) revelou que existe uma alta prevaléncia de infeccdo fungica
em tecidos profundos de feridas diabéticas de membros inferiores. Cerca de um em cada quatro
pacientes diabéticos com feridas nos membros inferiores apresentava uma infeccao fungica
profunda do tecido. Esses fungos infectam feridas sozinhos ou em conjunto com bactérias. O

corante Grocott conhecido pelo nome de impregnacdo pela prata € a mais sensivel, sendo
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largamente utilizado nos elementos flngicos tanto nos cortes de tecido, quanto nos esfregacos,
corando de negro a parede celular, que é visualizada sobre um fundo verde-claro. Discordando
do estudo anterior descrito e que chamou a atencao é que utilizando a coloragdo Grocott e 0
Natural Acai ndo foi observada a presenca de fungos em nenhuma das biopsias avaliadas, mas
como descrito acima os fungos se encontram nas camadas mais profundas da ferida, levando a
pensar que as amostras coletadas podem ter sido superficiais.

O tecido necrotico, o tecido de cicatrizacdo e o de reepitelizacdo foram detectados
utilizando a corante Hematoxilina Eosina, destacando o tecido necrético com uma area bem
grande, assemelhando ao corante natural acai que apresentou as mesmas caracteristicas. O
tecido necrético permite a adesdo da bactéria livre, ajudando no agregamento ao leito da lesdo
de outras bactérias e consequentemente a formacéao do biofilme (IWGDF, 2019).

A resposta inflamatoria induzida pela infeccdo pode fazer com que a pressao do
espaco compartimental exceda a pressdo capilar, levando a necrose do tecido isquémico e,
portanto, a progressdo da infeccdo. Os tendBGes do espaco compartimental facilitam a
disseminacdo proximal da infeccdo, que geralmente se move das areas de maior pressao para
as mais baixas. Fatores relacionados a viruléncia bacteriana também podem desempenhar um
papel nessas infeccGes complexas.

Os corantes sintéticos e o corante Natural Acai detectaram o biofilme e suas
estruturas, sendo considerado o corante Natural Acai semelhante aos demais corantes sintéticos.

A limitacdo do estudo é que durante a coleta de informagdes do formulario muitos
dados relevantes que podem levar a amputacdo em pés diabéticos ndo foram encontrados nos
prontuarios eletrénicos dos pacientes, exemplo muitos prontuarios nao haviam descrito o valor
da glicemia de jejum do paciente, (PCR) proteina C reativa que se aumentada € sinal de infec¢édo
sistémica, ndo foram encontradas doencas vasculares e renais fundamentais que demonstram o
controle de quadro infeccioso.

Outra limitacdo se deu devido a falta da fruta acai, pois a regido do Sul de Minas
onde foi desenvolvido o estudo nédo é regido nativa da fruta, somente alguns proprietarios de
terra tem para consumo proéprio, e para dar continuidade ao trabalho foi utilizado a polpa do

acai puro.
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5.1 Aplicabilidade

Os resultados do presente estudo demonstram que o corante Natural Acai foi
compativel com os corantes sintéticos no quesito identificacédo das estruturas do biofilme, e por
ser um método natural, h& possibilidades de ser transferido para a aplicagdo em biopsias de
lesGes de pé diabéticos de pacientes vivos identificando os possiveis biofilmes. Principalmente,
favorecer a identificacdo de forma precoce do biofilme e assim reverter o processo de infec¢éo,
prevenindo complicagdes e amputacBes. Por ser corante natural, futuros estudos podem até
encontrar a deteccdo do biofilme na prépria ferida, por meio da aplicacdo do corante sobre a
leséo e talvez com sensor que faca a leitura.

A partir dos resultados do estudo foi desenvolvido um corante histolégico natural
de Acai com possibilidade de registro para o pedido de patente no Instituto Nacional
Propriedade intelectual (INPI), também foi desenvolvido uma tecnologia educacional
denominada “Protocolo de Coloragbes Histoquimica para Biofilme em pecas Cirurgicas de
Lesdo de Pé Diabético” direcionado aos profissionais que atuam no laboratério anatomo
patoldgico. O apoio do protocolo descritivo é fundamental, pois oferece informagbes para
capacitacdo dos profissionais permitindo que os mesmos realizem os procedimentos de forma

padronizada.

5.2 Impacto para sociedade

Toda pesquisa que envolve o tratamento precoce do pé diabético é sempre impacto
na qualidade de vida dessas pessoas e no custo das politicas de satde publica para trata-las.
Estudos epidemiologicos mostram o crescimento mundial da doenca Diabetes Mellitus e do
aumento de amputacdes nesses pés. Esse produto traz beneficios a sociedade, pois pessoas com
leses crénicas como ulceras no pé diabético tém sua autoestima baixa devido a estética, a dor
ao odor, muitos ndo conseguem utilizar calcados, apresentam dificuldade na locomocéo e
acabam se isolando das atividades sociais. O biofilme afeta em especial as pessoas que sofrem
com feridas nos pés diabéticos e sendo detectado precocemente, poderdo prevenir complicacdes
que levem principalmente a amputacdes. O presente estudo abordou a utilizacdo de um corante
histologico natural que detecta o biofilme in vitro de lesdes de dedos pés diabéticos, com
principios ativos ainda pouco explorados gerando a possibilidade de desenvolvimento de novos

produtos, de baixo custo e baixo impacto ecoldgico.
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6 CONCLUSAO

O corante histologico Natural Acai desenvolvido mostrou-se semelhante a outros
corantes, quanto a identificacdo do biofilme nas biopsias de pecas cirurgicas de dedos de pés
diabéticos. O corante histologico desenvolvido é uma alternativa promissora para o0 mercado,
levando em consideracdo que existe uma tendéncia, na atualidade, a maior utilizacdo de
corantes naturais, além do aproveitamento da biodiversidade brasileira.

Foi elaborado o Protocolo de Coloragbes Histoquimicas para Biofilme em pecas
Cirtrgicas de Lesdes em Pés Diabéticos, para auxiliar os profissionais do laboratorio de

patologia.
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APENDICES

Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

UNIVERSIDADE DO VALE DO SAPUCAI - UNIVAS
PEDIDO DE DISPENSA DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Eu, Livia Rocha Martins Mendes, pesquisadora responsével pela pesquisa
intitulada *BIOFILME EM PECAS CIRURGICAS DE PE DIABETICO:
COLORAGAQ IN VITRO", declaro que conhego € cumpriréi as normas
vigentes expressas na Resolugio 466 de 12 de dezembro de 2012 do
Conselho Nacional de SaldeMinistério da Salde e em Suas
complementares,

Solicito a dispensa do Termo de Consentimento Livie e Esclarecido, pelo fato
que o(a)s pacientes com a amputagdo de membros inferiores tém uma menor
sobrevida, portanto, grande parte encontra-se falecida e, além do mais, todos
estes foram submetidos a procedimento cirirgico no Hospital das Clinicas
Samuel Libanio, onde assinaram o termo de consentimento para eventual

pesquisa,

Assumo mediante este Termo, o compromisso de, ao utilizar dados efou

informagdes coletadas no(s) prontudrios do(s) participantes (s) da pesquisa,

assegurar a confidencialidade e a privacidade dos mesmos,
Pouso Alegre/MG, 30 de junho de 2021

/
ZM/ %Jm, el #, t% ‘
Livia Rocha Martins Mghdes
Pesquisadora,
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Apéndice B — Carta de autorizacdo

lImo. Sr.
Alexandre Ciappina Hueb

Diretor técnico do hospital das clinicas Samuel Libanio

Venho solicitar autorizacdo para a realizagdo de projeto de pesquisa que tem como titulo
“BIOFILME EM PECAS CIRURGICAS DE PE DIABETICO: COLORACAO IN VITRO”
Identificar in vitro o biofilme de bidpsias de lesGes de pecas cirurgicas de diabéticos,

aplicar e comparar os corantes sintéticos, vermelho congo modificado, grocott e o corante
natural bioldgico.

Esse € um estudo para conclusdo do Mestrado Profissional em Ciéncias Aplicadas a
Saude, da Universidade do Vale do Sapucai (UNIVAS), Pouso Alegre, sob orientacdo da Profa.
Dra: Diba Maria Sebba Tosta de Souza e coorientacdo da Dra: Profa.Dra. Fiorita Gonzales
Lopez Mundim e do Prof. Me. Rodrigo Lima Nascimento

e Serdo selecionadas as fichas catalogadas de biopsias realizadas entre os anos de 2019,
2020 e 2021 identificadas por nimeros das biopsias realizadas em ordem crescente, nome do
paciente, niUmero do prontuario no software de gestdo hospitalar sistema tasy (sistema de
prontuario eletrénico), apds analisadas uma a uma serdo selecionadas as que descrevem a

localizacdo da amputacdo sendo no pé e as que definem amputacdo de pé diabético.
e ApGs confrontacdo e confirmacao de ulcera em pé diabético, seré separado os blocos

de parafinas e as laminas de microscopio correspondentes.

e As pecas selecionadas irdo para o laboratério de biologia da Universidade do Vale
do Sapucai, onde sera realizado um corte horizontal no bloco de parafina, tirando uma amostra
do tecido que sera colocado na lamina de microscopio.

e A partir desta etapa o tecido serd corado através da técnica de coloracdo vermelho

congo juntamente com carbol fucsina
e Depois do processo da coloracdo as laminas serdo encaminhadas para anélise

histopatoldgica.

De acordo com a resolucdo 466/12 do codigo de ética em pesquisa com seres humanos
a identidade dos participantes e a identificacdo da instituicdo serdo mantidas em anonimato e
sera preservado o sigilo das informagdes.

Agradeco antecipadamente. Coloco-me a disposicdo para demais informacdes ou

esclarecimentos, 0 meu contato é 35 998301963.

65



CARTA DE AUTORIZACAO

Apbs tomar conhecimento da proposta do trabalho intitulado “BIOFILME EM
PECAS CIRURGICAS DE PE DIABETICO: COLORACAO IN VITRO" autorizo
a sua realizagio.

Pouso Alegre OZ? de DMO de 2021.

["r- "znll"_"'ll’:al".' Clan

71
Dr Aleaandre Ciappina Hueb

- i /.I 4
/Z&a pocke— - %’w/ ’K‘U’) -
/

Mestranda Livia Rocl{a Martins Mendes

Dra. Diba Maria Sebba Tosta de Souza
Orientadora
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Apéndice C — Carta de autorizacéo

lImo. Sr.
Rogério Mendes Grande

Coordenador do laboratdrio de patologia do hospital das clinicas Samuel Libanio

Venho solicitar autorizacdo para a realizacéo de projeto de pesquisa que tem como titulo
“BIOFILME EM PECAS CIRURGICAS DE PE DIABETICO: COLORACAO IN VITRO”
Identificar in vitro o biofilme de biopsias de lesGes de pecas cirurgicas de diabéticos,

aplicar e comparar os corantes sintéticos, vermelho congo modificado, grocott e o corante
natural bioldgico.

Esse é um estudo para conclusdo do Mestrado Profissional em Ciéncias Aplicadas a
Salde, da Universidade do Vale do Sapucai (UNIVAS), Pouso Alegre, sob orientacdo da Profa.
Dra: Diba Maria Sebba Tosta de Souza e coorientacdo da Dra: Profa.Dra. Fiorita Gonzales
Lopez Mundim e do Prof. Me. Rodrigo Lima Nascimento

e Serdo selecionadas as fichas catalogadas de biopsias realizadas entre os anos de 2019,
2020 e 2021 identificadas por nimeros das biopsias realizadas em ordem crescente, nome do
paciente, nimero do prontuario no software de gestdo hospitalar sistema tasy (sistema de
prontuario eletrénico), apds analisadas uma a uma serdo selecionadas as que descrevem a

localizacdo da amputacdo sendo no peé e as que definem amputacédo de pé diabético.
e Ap0s confrontacdo e confirmacao de ulcera em pé diabético, sera separado os blocos

de parafinas e as laminas de microscopio correspondentes.

e As pecas selecionadas irdo para o laboratorio de biologia da Universidade do Vale
do Sapucai, onde sera realizado um corte horizontal no bloco de parafina, tirando uma amostra
do tecido que sera colocado na lamina de microscopio.

e A partir desta etapa o tecido sera corado atraves da técnica de coloragdo vermelho

congo juntamente com carbol fucsina
e Depois do processo da coloracdo as laminas serdo encaminhadas para andlise

histopatoldgica.

De acordo com a resolucdo 466/12 do codigo de ética em pesquisa com seres humanos
a identidade dos participantes e a identificacdo da instituicdo serdo mantidas em anonimato e
sera preservado o sigilo das informacdes.

Agradeco antecipadamente. Coloco-me a disposicdo para demais informacdes ou

esclarecimentos, 0 meu contato é 35 998301963.
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CARTA DE AUTORIZACAO

Apos tomar conhecimento da proposta do trabalho intitulado “BIOFILME EM
PECAS CIRURGICAS DE PE DIABETICO: COLORAGAO IN VITRO" autorizo
a sua realizagiio,

Pouso Alcgn.az g de MW%O de 2021.

e Lme G

Prof. Dr Rogcno Mendes Grande

;ﬂ;{,c;, GJJAOJ?UQA\/ flrupcbo

Mestranda Livia Rocha Martins Mendes

AM&K@W

Dra: Diba Maria Sebba sta de Souza
Orientadora
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Apéndice D — Carta de autorizacéo

lImo. Sr.
Rodrigo Machado Pereira
Coordenador do laboratério de histotecnologia da Universidade do Vale Sapucai.

Venho solicitar autorizacdo para a realizacéo de projeto de pesquisa que tem como titulo
“BIOFILME EM PECAS CIRURGICAS DE PE DIABETICO: COLORACAO IN VITRO”
Identificar in vitro o biofilme de bidpsias de lesGes de pecas cirdrgicas de diabéticos,

aplicar e comparar os corantes sintéticos, vermelho congo modificado, grocott e o corante
natural bioldgico.

Esse é um estudo para conclusdo do Mestrado Profissional em Ciéncias Aplicadas a
Salde, da Universidade do Vale do Sapucai (UNIVAS), Pouso Alegre, sob orientacdo da Profa.
Dra: Diba Maria Sebba Tosta de Souza e coorientacdo da Dra: Profa.Dra. Fiorita Gonzales
Lopez Mundim e do Prof. Me. Rodrigo Lima Nascimento

e Serdo selecionadas as fichas catalogadas de biopsias realizadas entre os anos de
2019,2020 e 2021 identificadas por nimeros das biopsias realizadas em ordem crescente, nome
do paciente, nimero do prontuario no software de gestdo hospitalar sistema tasy (sistema de
prontuario eletrénico), apds analisadas uma a uma serdo selecionadas as que descrevem a

localizacdo da amputacdo sendo no peé e as que definem amputacédo de pé diabético.
e Ap0s confrontacdo e confirmacao de ulcera em pé diabético, seré separado os blocos

de parafinas e as laminas de microscopio correspondentes.

e As pecas selecionadas irdo para o laboratorio de biologia da Universidade do Vale
do Sapucai, onde serd realizado um corte horizontal no bloco de parafina, tirando uma amostra
do tecido que sera colocado na lamina de microscopio.

e A partir desta etapa o tecido sera corado através da técnica de coloragdo vermelho

congo juntamente com carbol fucsina
. Depois do processo da coloracdo as laminas serdo encaminhadas para analise

histopatoldgica.

De acordo com a resolucdo 466/12 do codigo de ética em pesquisa com seres humanos
a identidade dos participantes e a identificacdo da instituicdo serdo mantidas em anonimato e
sera preservado o sigilo das informacdes.

Agradeco antecipadamente. Coloco-me a disposicdo para demais informacdes ou

esclarecimentos, 0 meu contato é 35 998301963.
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CARTA DE AUTORIZACAO

Apds tomar conhecimento da proposta do estudo intitulado “BIOFILME EM
PECAS CIRURGICAS DE PE DIABETICO: COLORACAQ IN VITRO" autorizo a
sua realizagio.

Pouso Alegre 21 de £.ufdﬂ,e-” de 2021.

Prof. Rodrigo Machado Pereira

é‘mm Foctio— r{;ﬂm Jmn

Mestranda Livia Rocha Martins Mendes

Maﬁ a
Dra. Diba Maria Sebba Tosta de Souza

Orientadora
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Apéndice E — Formulario para registro dos dados sécio demograficos, clinicos e das

Iaminas com corantes, das pecas cirurgicas dos pacientes

NO°doregistro: Idade:

Dados séciosdemoqgraficos e clinicos:
1. Sexo:()M (OF

2. Escolaridade

3. Uso de insulina:( )Sim()Nao
4. Tipode DM: ( )1()2
5

. Tempo de diagndstico:

Exames pré operatorios:

6. Hemoglobinaglicada:

7. Glicemia de jejum:
8. PCR:
9. VHS:

10. Leucocitos Totais:

11. Raio X do membro amputado:

Complicac0es:
12. Macrovascular:( )AM ()AVC ()DAP

13. Microvascular:() retinopatia ( ) nefropatiadiabética

14. Ulceracao prévia: ()Sim () Néo

15. Amputacdo prévia: ()Sim () Nao

16. Tabagismo:( )Sim () Néo

17. Doenca fangica nas unhas ou interdigital: ()Sim () Néo

18. Resultado da Lamina 1: Coloracdo vermelho congo e carbol fucsina

Leitura positiva () Leitura negativa ()
Observagoes:

19. Resultado da Lamina 2: Coloracdo grocott

Leitura positiva () Leitura negativa ()

Observagoes:

20. Resultado da Lamina 3: Corante natural alternativo

Leitura positiva () Leitura negativa ()

Observacdes:

71



ANEXO

AnexoA — Parecer consubstanciado do CEP

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS DR.JOSE ANTONIO %m«m mo
GARCIA COUTINHO - FACIMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BIOFILME EM PECAS CIRURGICAS DE PE DIABETICO: COLORACAQ IN VITRO
Pesquisador: LIVIA ROCHA MARTINS

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 50415721.0.0000.5102

Instituigao Proponente: FUNDACAO DE ENSINO SUPERIOR DO VALE DO SAPUCAI

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.912.636

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa submetido aoc Comité de Etica em Pesquisa da UNIVAS em
29/07/2021. Estudo experimental "in vitro” do biofilme em pecas cirurgicas de pé diabético, presentes em
blocos de parafinas e laminas. Trabalho a ser realizade no labeoratério de anatomia patolégica do hospital
das Clinicas Samuel Libanio, onde serdo selecionadas

quarenta fichas catalogadas dos anos de 2019 e 2020.

Objetivo da Pesquisa:
Identificar in vitro o biofilme de bidpsias de lesdes de pecas cirirgicas de diabéticos, aplicar e comparar os
corantes sintéticos vermelho congo

modificado, grocott e o corante natural biolégico.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Risco minimo esta relacionado a quebra de anonimato ao obter informac¢&es do prontuario. Entretanto os
pesquisadores tem ciéncia de obter

somente as informacdes necessarias ao objetivoe proposto pelo estudo.

Beneficios:

Detectar de forma precoce o biofilme em lesdes de pé diabético para proporcionar de forma mais rapida a

indicag@o da melhor conduta terapéutica.

Enderego: Avenida Prefeito Tuany Toledo, 470

Bairro: Campus Fatima | CEP: 37.554-210
UF: MG Municipio: POUSO ALEGRE
Telefone: (35)3449-9248 E-mail: pesquisa@univas.edu.br
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Continuacdo do Parecer: 4.912.636

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa com relevancia cientifica para a sua area.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagado obrigatdria:

Todos os termos de apresentacado obrigatéria estdo presentes.

Recomendagdes:

Nenhuma

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

A pesquisa atende a Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Os autores deverdo apresentar ao CEP um relatério parcial e um final da pesquisa de acordo com o

cronograma apresentado no projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/07/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1764620.pdf 21:17:08
Qutros carta_autorizacao_D.pdf 29/07/2021 |LIVIA ROCHA Aceito
21:06:41  |MARTINS

Outros carta_autorizacao_C.pdf 29/07/2021 |LIVIA ROCHA Aceito
21:06:24 |MARTINS

Outros carta_autorizacao_B.pdf 29/07/2021 |LIVIA ROCHA Aceito
21:05:59  |MARTINS

Qutros Questionario_Apendice_E.pdf 29/07/2021 |LIVIA ROCHA Aceito
21:00:13  |MARTINS

Projeto Detalhado / | PROJETO_FINAL.pdf 29/07/2021 |LIVIA ROCHA Aceito

Brochura 20:53:39 |MARTINS

Investigador

Orgamento Orcamento.pdf 29/07/2021 |LIVIA ROCHA Aceito
20:51:27 |MARTINS

Cronograma CRONOGRAMA pdf 29/07/2021 |LIVIA ROCHA Aceito
20:51:08  |MARTINS

Qutros termo_hospital.pdf 29/07/2021 |LIVIA ROCHA Aceito
19:36:50  |MARTINS

TCLE / Termos de |dispensa_termo_consentimento.pdf 28/07/2021 |LIVIA ROCHA Aceito

Assentimento / 00:36:02 |MARTINS

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folha_rosto.pdf 30/06/2021 |LIVIA ROCHA Aceito

Enderego: Avenida Prefeito Tuany Toledo, 470
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Continuacio do Parecer: 4.912.636

Folha de Rosto folha_rosto.pdf 04:24:34 |MARTINS Aceito

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

POUSO ALEGRE, 17 de Agosto de 2021

Assinado por:
Ronaldo Jilio Baganha
(Coordenador(a))

Enderego: Avenida Prefeito Tuany Toledo, 470
Bairro: Campus Fatima | CEP: 37.554-210
UF: MG Municipio: POUSO ALEGRE
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